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Sumário 
As cianobactérias são microrganismos procariotas que se encontram maioritariamente em 
comunidades fitoplantónicas. Sob condições favoráveis, estas são capazes de atingir grandes 
densidades celulares (blooms). Algumas espécies de cianobactérias produzem cianotoxinas que 
podem ser prejudiciais para a saúde pública e animal. 
Das cianotoxinas conhecidas, foram escolhidas a Microcistina-LR (MC-LR) e a 
Cilindrospermopsina (CYL) para desenvolver este trabalho. Tendo em conta a frequente 
ocorrência e a elevada toxicidade da MC-LR, a Organização Mundial de Saúde (OMS) 
estabeleceu um valor limite de concentração desta toxina na água potável de 1 µg/L. Para a CYL 
ainda não há um valor guia, pelo que não está controlada. 
Os ensaios de viabilidade celular são muito usados para procurar moléculas com efeitos 
na proliferação celular ou efeitos tóxicos que possam levar à morte celular. Para realizar estes 
ensaios, foi selecionada a levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), já anteriormente 
usada para investigar mecanismos moleculares de toxicidade da Microcistina-LR (MC-LR). 
Neste estudo foi usado o ensaio de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazólio (MTT), após exposição das leveduras a diferentes concentrações das 
cianotoxinas. Neste ensaio, células viáveis com metabolismo ativo convertem o reagente MTT 
num produto de cor roxa, que nos permite quantificar a viabilidade das células testadas, enquanto 
que células mortas não conseguem fazer essa conversão. Testou-se ainda uma enzima lítica, a 
Liticase, a qual vai atuar e digerir a camada externa da parede celular. 
Para além do ensaio MTT, foi também testado o ensaio de coloração com Azul Tripano 
(AT), que é usado para determinar o número de células viáveis (que excluem o corante) presentes 
numa suspensão, onde é feita a contagem das células por observação direta ao microscópio em 
Câmara de Neubauer. 
 Este trabalho permitiu dar uma contribuição numa área ainda pouco explorada, referente 
ao uso de métodos de análise de viabilidade celular para detetar efeitos citotóxicos provocados 
por duas cianotoxinas, utilizando S. cerevisiae como organismo eucariota modelo. 
Como conclusões, dos dois métodos usados neste estudo, o ensaio MTT é o mais fiável 
na medida em que o comportamento dos controlos reflete claramente o que está descrito na 
literatura para os mesmos (p ≤ 0,05). Contudo, o método AT revelou ser bastante reprodutível.  
No que diz respeito às toxinas, não se observam efeitos citotóxicos significativos em S. cerevisiae 
(p > 0,05) com nenhuma das duas toxinas testadas. Quando foi usada liticase de forma a facilitar 
a entrada das toxinas nas células, estes ensaios também não refletiram efeitos citotóxicos 
significativos (p > 0,05). 
 
 
Palavras-chave: Microcistina-LR, Cilindrospermopsina, Citotoxicidade, Viabilidade celular, 
Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract 
Cyanobacteria are prokaryotic microorganisms found mostly in phytoplanktonic 
communities. Under favorable conditions, they are capable to reach high cell densities (blooms). 
Some cyanobacterial species produce cyanotoxins that can be harmful to public and animal health. 
Among the known cyanotoxins, Microcystin-LR (MC-LR) and Cylindrospermopsin 
(CYL) were chosen to develop this work. Given the frequent occurrence and high toxicity of MC-
LR, World Health Organization (WHO) has established a guideline value for this toxin in drinking 
water of 1 µg / L. There is still no guideline value for CYL yet, so this toxin is not controlled. 
Cell viability assays are widely used to look for molecules with effects on cell 
proliferation or toxic effects that may lead to cell death. To perform these assays, the yeast 
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), already previously used to investigate molecular 
mechanisms of Microcystin-LR (MC-LR) toxicity, was selected to perform this study. 
In this study the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrazolium (MTT) bromide 
assay was used after exposure of yeast cells to different concentrations of these two cyanotoxins. 
In this assay, viable cells with active metabolism convert MTT reagent into a purple product, 
which allows us to quantify the viability of the cells tested, while dead cells cannot make this 
conversion. We also tested a lytic enzyme, Liticase, which will act on the outer layer of the cell 
wall, degrading it. 
In addition to the MTT assay, the Trypan Blue staining assay, which is used to determine 
the number of viable cells (able to exclude the dye) that are present in a suspension, was also 
tested. The cells are counted by direct observation under the microscope in a Neubauer Chamber. 
This work intended to give a contribution to an area still under-explored, related with the 
use of cell viability tests to evaluated cytotoxic effect of two cyanotoxins, and the yeast S. 
cerevisiae as eukaryotic model organism. 
As conclusions, from the two methods used in this study, the MTT assay is the most 
reliable and reproducible as the behavior of the controls clearly reflects what is described in the 
literature for them (p ≤ 0.05). For toxins, no significant cytotoxic effects are observed in S. 
cerevisiae (p > 0.05). Liticase was tested to facilitate the toxins entrance into the cells, however, 
these trials also did not reflect significant effects (p > 0.05). 
 
Keywords: Microcystin-LR, Cylindrospermopsin, Cytotoxicity, Cell viability, Saccharomyces 
cerevisiae 
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1. Introdução 
1.1 Cianobactérias 
As Cianobactérias (também chamadas de algas verdes-azuis) são microrganismos 
fotossintéticos (Van Apeldoorn et al., 2007; Drobac et al., 2016), procariotas, possuindo uma 
parede celular do tipo gram-negativa. No entanto, através de microscopia eletrónica, sabe-se que 
a parede celular das cianobactérias tem uma camada de peptidoglicano mais espessa que um 
organismo gram-negativo típico (Figura 1.1) (Castenholz, 2015). 
 
Figura 1.1 - Comparação entre a ultraestrutura celular da cianobactéria e uma bactéria Gram-negativa típica. CE - 
Camada externa serrada; ME - Membrana externa; P - Peptidoglicano; MC - Membrana citoplasmática (Adaptado de 
Hoiczyk & Hansel, 2000). 
 
Estão presentes em ambientes aquáticos como lagos, águas de recreio e reservatórios 
(Pantelić et al., 2013), estando em grande maioria nas comunidades fitoplantónicas em águas 
duras, quentes e enriquecidas em nutrientes (azoto e fósforo) (Chong et al., 2000; Codd et al., 
2005; Bellém et al., 2013). Sob condições favoráveis como fatores químicos, biológicos e físicos, 
incluindo a disponibilidade de nutrientes e a temperatura da água (Merel et al., 2013), as 
cianobactérias atingem altas densidades celulares, designadas como florescências ou blooms 
(Pantelić et al., 2013; Bellém et al., 2013; Valério et al., 2014), sendo um efeito comum da 
eutrofização e mudanças climáticas (Figura 1.2) (Chong et al., 2000; Freitas et al., 2015; Drobac 
et al., 2016). 
A ocorrência destes blooms tem aumentado também pela atividade humana, por exemplo 
por práticas agrícolas intensivas, escorrências não controladas de esgotos e uso de detergentes 
ricos em fosfatos, estando associados a mudanças ambientais negativas como alterações dos 
ecossistemas (Pantelić et al., 2013). 
100 nM 100 nM 
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Figura 1.2 - Fatores ambientais que influenciam o aparecimento de blooms de cianobactérias e a possível exposição 
humana a estes (Adaptado de Merel et al., 2013). 
 
  Estes blooms podem ser tóxicos na medida em que algumas espécies de cianobactérias 
produzem cianotoxinas, as quais podem causar efeitos negativos e até mortalidade (Figura 1.2). 
Por isso, para controlar a ocorrência de florescências de cianobactérias, é necessário prevenir o 
processo de eutrofização e proliferação destas (Pantelić et al., 2013). 
As cianobactérias mais comuns presentes nos blooms incluem espécies de Anabaena, 
Aphanizomenon, Microcystis, ou Oscillatoria (Chong et al., 2000; Pantelić et al., 2013). 
Determinados blooms são ricos em diversas espécies de cianobactérias das quais, muitas delas, 
podem produzir um ou mais do que um tipo de cianotoxinas (Pantelić et al., 2013; Drobac et al., 
2016), podendo assim causar problemas graves na saúde pública e animal (Chong et al., 2000; 
Bellém et al., 2013; Valério et al., 2014). 
 
1.2 Cianotoxinas 
As cianotoxinas são consideradas na sua maioria metabolitos secundários produzidos 
pelas cianobactérias. Estas podem ser libertadas na água, principalmente durante a senescência 
ou lise das cianobactérias. Existe uma grande diversidade de cianotoxinas e estas são classificadas 
de acordo com a sua estrutura química e toxicidade (Briand et al., 2003). Du et al. em 2019 
considerou 4 classes de cianotoxinas baseando-se no órgão alvo principal: hepatotoxinas (onde 
se incluem as microcistinas e cilindrospermopsina), neurotoxinas, citotoxinas e dermatoxinas.  
Já outros autores as classificam de acordo com a sua estrutura química em péptidos 
cíclicos, que é o caso das microcistinas e nodularinas; alcalóides, como neurotoxinas e 
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cilindrospermopsina (Bellém et al., 2013; Pantelić et al., 2013); lipopéptidos, aminoácidos não 
proteicos e lipoglicanos (Du et al., 2019). 
As cianotoxinas são solúveis em água o que dificulta a redução da sua concentração ou 
remoção. Posto isto, Pantelić et al. descreveu, em 2013, que a remoção das cianotoxinas nos 
tratamentos de água potável pode ser realizado através de três processos: remoção física, 
inativação química e inativação biológica. Estes processos devem ser graduais, já que a morte 
repentina das células de cianobactérias liberta grandes quantidades de cianotoxinas levando a uma 
maior necessidade de uso de produtos químicos prejudiciais ao ecossistema (Pantelić et al., 2013). 
Há registos de morte de gado (Briand et al., 2003; Dreher et al., 2019), animais selvagens 
e aves aquáticas após o consumo de água contaminada com cianobactérias (Chong et al., 2000). 
Adicionalmente, existem também relatos de ocorrências de morte de cães na América do Norte 
após nadarem num rio contaminado (Puschner et al., 2008; Backer et al., 2013).  
Estão descritos problemas de saúde associados à ingestão de água com acumulação de 
cianobactérias, como por exemplo, dor abdominal, vómitos, diarreia, irritação da pele, ataques 
asmáticos, náuseas, dor de cabeça, tontura, febre, hipoxia, cianose, paralisia e paragem 
respiratória ou cardíaca, levando à morte (Pantelić et al., 2013). Não há ainda registo de mortes 
de seres humanos por ingestão de água contaminada, o que se pode justificar por não consumirem 
água potável com altas densidades celulares tendo, no entanto, sido já relatados sintomas 
gastrointestinais e dermatológicos em pessoas que entraram em contato com água contaminada 
(Chong et al., 2000). No entanto, em 1996, foi relatado um caso que aconteceu numa clínica de 
diálise na cidade de Caruaru, no Brasil, em que morreram 54 doentes por intoxicação com 
microcistinas após tratamento de hemodiálise em que foi utilizada água contaminada (Jochimsen 
et al., 1998; Azevedo et al., 2002; Leal et al., 2004). 
Estes estão também expostos à possibilidade de consumo de cianotoxinas através de água 
contaminada, através do consumo de peixes, vegetais e suplementos alimentares (Merel at al., 
2013; Buratti et al., 2017). As cianotoxinas já foram encontradas em tecidos de peixe no mundo 
inteiro levantando preocupações com os efeitos negativos que a sua bioacumulação poderá ter 
nos animais e nas pessoas que os consumam. É então importante controlar as concentrações de 
cianotoxinas em locais de crescimento de animais aquáticos para consumo humano (aquacultura) 
(Pantelić et al., 2013; Drobac et al., 2016). Para além disso, outros estudos relatam que o uso de 
água de irrigação com blooms de cianobactérias pode ser indesejável para a agricultura pois afeta 
de forma negativa o rendimento, a qualidade e a segurança das culturas (Freitas et al., 2015). 
1.2.1 Microcistina-LR 
As cianotoxinas mais comuns e ubíquas são as microcistinas, que são hepatotoxinas do 
grupo dos péptidos cíclicos (Bellém et al., 2013; Menezes et al, 2013; Pantelić et al., 2013). Estas 
podem-se acumular em organismos aquáticos e serem transmitidas para níveis tróficos superiores, 
com potencial carcinogenicidade (Codd et al., 2005; Van Apeldoorn et al., 2007; Menezes et al., 
2013; Valério et al., 2014). Alguns autores relataram intoxicações também em humanos (Azevedo 
et al., 2002; Msagati et al., 2006). 
Estas cianotoxinas são muito estáveis e resistentes à temperatura, hidrólise química e 
oxidação. Embora possam ser degradadas por proteases bacterianas, na maioria dos casos estas 
não estão presentes nos meios aquáticos onde ocorrem, pelo que as microcistinas permanecem 
intactas na água (Azevedo et al., 2002; Pantelić et al., 2013). 
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Os seus efeitos em células de organismos eucariotas superiores, como animais e plantas 
tem sido amplamente estudado, no entanto ainda não se conseguiu uma caracterização completa 
dos efeitos desta toxina. As microcistinas, após a ingestão, precisam de transporte ativo até às 
células que é feito por polipéptidos transportadores de aniões orgânicos (OATP’s) e são expressos 
principalmente nas células do fígado (Fischer et al., 2005; Pantelić et al., 2013; Drobac et al., 
2016). São responsáveis pela absorção independente de sódio de grandes aniões anfipáticos e 
atuam como permutadores de aniões orgânicos (Menezes et al., 2013). O envolvimento destes 
OATP’s já foi comprovado em humanos, ratos e peixes (Fischer et al., 2005; Drobac et al., 2016). 
As microcistinas são portanto intensamente absorvidas e concentradas no fígado devido à elevada 
presença de transportadores OATP (Azevedo et al., 2002; Fisher et al., 2010; Van der Merwe, 
2014). Nas células hepáticas, esta toxina causa desorganização dos microfilamentos e 
microtúbulos. Pode também induzir nefrotoxicidade porque apesar de ser acumulada no fígado e 
eliminado pela via biliar, uma pequena percentagem é filtrada nos rins e eliminada na urina 
tornando, também, por isso os rins num potencial alvo (Menezes et al., 2013). Está já relatado por 
estudos epidemiológicos que o aumento do hepatocarcinoma humano (Yu, 1995; Ueno et al., 
1996) e do cancro colorretal (Zhou et al., 2002) se deve a ingestão de água frequentemente 
contaminada por microcistinas. 
A microcistina-LR (MC-LR) é uma das variantes mais comuns e estudadas (Beasley et 
al., 2000) por ser a mais tóxica e frequente destas microcistinas (Campos & Vasconcelos, 2010; 
Menezes et al, 2013; Pantelić et al., 2013; Freitas et al., 2015), sendo que algumas cianobactérias 
produzem mais do que uma variante de microcistina (Msagati et al., 2006; Bellém et al., 2013). 
A principal cianobactéria identificada como produtora de MC-LR é a Microcystis aeruginosa 
(Chong et al., 2000; Freitas et al., 2015; Drobac et al., 2016) mas também cianobactérias dos 
géneros Planktothrix, Nostoc, Anabaena (Pantelić et al., 2013), Anabaenopsis, Hapalosiphon e 
Nodularia (Valério et al., 2016). 
Relativamente à toxicidade, são conhecidos dois mecanismos da MC-LR em animais e 
plantas superiores, sendo eles: inibição irreversível das fosfatases 1 e 2A que desfosforilam as 
proteínas nos resíduos serina e treonina (PP1, PP2A) por ligação covalente (Menezes et al., 2013; 
Pantelić et al., 2013; Freitas et al., 2015), e indução de stress oxidativo pela produção de espécies 
reativas de oxigénio (ROS) em plantas superiores e leveduras (Valério et al., 2014; Freitas et al., 
2015; Mello et al., 2017). Foi já relatado que a inibição da atividade das fosfatases interfere na 
homeostasia e na estrutura dos hepatócitos o que provoca a uma alteração da organização do 
tecido hepático, necrose e hemorragia hepática, que em casos graves pode levar à morte dos 
indivíduos intoxicados (Menezes et al., 2013). 
O aminoácido não polar presente na estrutura da microcistina ácido-(2S, 3S, 8S, 9S)-3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4, 6-dienóico (ADDA), é um componente relevante 
na sua toxicidade (Figura 1.3). A clivagem desta cadeia ADDA do péptido cíclico inativa as 
microcistinas levando à incapacidade de inibir a fosfatase proteica (Pantelić et al., 2013; Mello et 
al., 2017). Também o ácido D-glutâmico da molécula de MC-LR é importante na 
hepatotoxicidade (Pantelić et al., 2013). 
5 
 
 
Figura 1.3 - Estrutura da Microcistina (Campos & Vasconcelos, 2010). Na microcistina-LR: ADDA representa o 
ácido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4, 6-dienóico, Mdha representa N-metil-dihidro-alanina, D-
MeAsp representa ácido D-eritro-metil-aspártico, D-Glu representa D-glutamato, X representa a Leucina (L), Z 
representa a Arginina (A) e R1 e R2 representam grupos metilo (CH3). 
 
Também se verificou esta toxina em plantas inibe a germinação, diminui o crescimento e 
produtividade das culturas, altera o conteúdo de clorofila e a fotossíntese, e induz mudanças nos 
mecanismos antioxidantes. Foi também observado que, a exposição de algumas espécies de 
plantas/vegetais a extratos contendo microcistinas resulta em mudanças no conteúdo mineral das 
raízes de uma forma dependente de concentração e, mais recentemente, que extratos de blooms 
de cianobactérias contendo microcistinas induzem mudanças na assimilação mineral (Freitas et 
al., 2015). 
Diversos estudos recorreram a linhas celulares Vero-E6, células epiteliais renais de 
macaco verde africano Cercopithecus aethiops, para testar os efeitos tóxicos de MC-LR. Menezes 
et al. (2013) provaram que a MC-LR reduz a viabilidade celular dependente da concentração 
tendo este acontecimento sido associado a fenómenos de apoptose e necrose (Menezes et al., 
2013). 
O estudo de Valério et al. (2014) com S. cerevisiae descreve que não houve alteração no 
crescimento da levedura quando exposta a MC-LR. No entanto, S. cerevisiae possui um sistema 
de eliminação intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) com enzimas específicas do 
sistema antioxidante. Relativamente a este fenómeno, os autores verificaram que a exposição da 
levedura à MC-LR ativou as enzimas específicas do sistema antioxidante, sugerindo que a 
eliminação de ROS permitiu a S. cerevisiae, manter o crescimento. Pelo método de citometria de 
fluxo, Valério et al. (2014) confirmaram que MC-LR induziu apoptose e necrose, estando de 
acordo com os resultados obtidos anteriormente em células de mamíferos (Valério et al., 2014). 
Devido à proliferação de cianobactérias tóxicas e a possibilidade de bioacumulação das 
cianotoxinas, torna-se necessário a existência de programas de controlo de cianobactérias com o 
intuito de se desenvolver, atempadamente, tratamentos para a água potável (Pantelić et al., 2013). 
Tendo em conta a sua elevada toxicidade foi, em 1998, estabelecido pela Organização Mundial 
de Saúde (OMS) a concentração de 1 µg/L (1 nM) como valor limite para a microcistina-LR na 
água potável (WHO, 2017). 
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1.2.1 Cilindrospermopsina 
A cilindrospermopsina (CYL) é uma cianotoxina alcaloide produzida principalmente por 
Cylindrospermopsis raciborskii (Welker et al., 2002; Freitas et al., 2015), mas também por 
diversas cianobactérias tais como: Aphanizomenon ovalisporum, Anabaena flos-aquae, 
Raphidiopsis curvata (Buratti et al., 2017), Umezakia natans e Anabaena bergii (Valério et al., 
2010; Pantelić et al., 2013).  
Está descrita como sendo um alcalóide tricíclico (Figura 1.4) (Van Apeldoorn et al. 2007; 
Pantelić et al., 2013; Buratti et al., 2017) e já em 2008, Froscio et al., a categorizou como inibidora 
da síntese de proteínas (Terao et al., 1994; Valério et al., 2010; Cirés et al., 2011; Freitas et al., 
2015) com intensidades similares em extratos celulares de plantas e mamíferos (Freitas et al., 
2015). O seu principal alvo é também o fígado (Terao et al., 1994; Runnegar et al., 1995; Froscio 
et al., 2003), tal como a microcistina, no entanto recorre a mecanismos diferentes (Welker et al., 
2002). A CYL é um inibidor da síntese de proteínas, causa stress oxidativo e danos no DNA 
(Kubickova et al., 2019).  Terao et al. (1994) também relataram danos nos rins, timo e coração, 
em ratos. Para além disso, foi também descrito que causa inibição do citocromo P-450, 
principalmente presente em células hepáticas, provocando fragmentação do DNA, em 
consequência da genotoxicidade da CYL (Terao et al., 1994; Runnegar et al., 1995; Froscio et 
al., 2003; Valério et al., 2010; Cirés et al., 2011; Van der Merwe, 2014; Mello et al., 2017). A 
toxicidade da CYL é atenuada por diferentes inibidores do citocromo P-450, sugerindo que a 
indução da atividade do P-450 é responsável pela bioativação da CYL (Kubickova et al., 2019). 
 
Figura 1.4 - Estrutura da Cilindrospermopsina (Mello et al., 2017). 
 
Esta toxina é ainda resistente à variação de temperatura, ao pH (Pantelić et al., 2013) e à 
luz (Van Apeldoorn et al., 2007; Pantelić et al., 2013; Van der Merwe, 2014). Durante uma 
florescência de cianobactérias, a CYL pode ser encontrada tanto na água (extracelular) como no 
interior das células (intracelular), sendo que a sua maioria é encontrada extracelularmente (Van 
Apeldoorn et al., 2007). 
A sua ocorrência estava principalmente associada a regiões tropicais, mas já foi 
identificada em França, Alemanha, Brasil, Portugal, Hungria, Áustria, Grécia, Eslováquia, 
Tailândia, México e Senegal (Van Apeldoorn et al., 2007).  
Em 1979, foi descrito um episódio de intoxicação humana associado a blooms de C. 
raciborskii num reservatório de abastecimento de água em Queensland (Froscio et al., 2003; 
Pantelić et al., 2013; Van der Merwe, 2014). 
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Estudos anteriores sobre os efeitos desta toxina nas plantas indicam que esta atua na 
redução da germinação de pólen (Van Apeldoorn et al., 2007), na indução de stress oxidativo e 
na inibição do crescimento (Freitas et al., 2015).  
 
1.3 Saccharomyces cerevisiae  
O género Saccharomyces pertence ao Reino Fungi e ao Filo Ascomycota. Caracteriza-se 
por leveduras fermentadoras de açúcares (C6). A sua reprodução pode ser assexuada, por 
gemulação, ou sexuada através da diferenciação de ascósporos contidos em ascos (Figura 1.5). A 
sua parede celular é constituída por β-glucanos, manoproteínas e quitina (Fleuri e Sato, 2008a). 
 
Figura 1.5 - Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae (Adaptado de Rescan, 2017). 
 
 Saccharomyces cerevisiae (Figura 1.6) é uma levedura muitas vezes escolhida para 
pesquisas com o objetivo de investigar processos básicos importantes para os seres vivos 
(Menacho-Márquez e Murguía, 2007). Menacho-Márquez e Murguía (2007) referenciaram as 
semelhanças entre o genoma da S. cerevisiae e o do Homem. Segundo estes autores, estas 
correspondências ocorrem em 31% das proteínas codificadas no genoma da levedura, tendo assim 
um ortólogo humano e, ainda, 50% dos genes que codificam para doenças humanas possuem 
ortólogos na levedura. É um dos organismos eucarióticos mais simples, sendo, por isso, 
considerado como organismo eucariótico modelo, tendo já o seu genoma bem estudado. Por estes 
motivos, esta levedura tornou-se um bom modelo eucariota. Usar S. cerevisiae em estudos tem 
variadas vantagens, entre as quais se destacam: expressão de proteínas de qualquer origem, 
indução de expressão génica, manipulação de níveis de RNA e recombinação homóloga de 
fragmentos de DNA (Menacho-Márquez e Murguía, 2007). Esta levedura tem particular interesse 
no nosso estudo porque já foi anteriormente usada em investigações de toxicidade da 
Microcistina-LR (MC-LR) (Valério et al., 2014). O seu tempo de duplicação é de 90 min e é 
estável quer na forma haploide quer na forma diploide, ou seja, não sofrem muitas mutações 
espontâneas (Menacho-Márquez e Murguía, 2007). 
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Figura 1.6 - Leveduras de Saccharomyces cerevisiae VL3 em suspensão celular (Ampliação 400x, Sara Rodrigues). 
 
1.4 Ensaios de Viabilidade 
1.4.1 Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazólio 
(MTT) 
 
Ensaios de viabilidade celular são muito usados para procurar moléculas com efeitos na 
proliferação celular ou efeitos tóxicos que possam levar à morte celular. Por isso, para avaliar os 
efeitos citotóxicos decidimos usar um ensaio de viabilidade celular que determina a capacidade 
funcional das mitocôndrias (Stockert et al., 2012) após exposição das leveduras a diferentes 
concentrações de cianotoxinas: o ensaio colorimétrico de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difeniltetrazólio  (MTT) (Chong et al., 2000; Van Meerloo et al., 2011). 
No método do MTT ocorre a redução de sais de tetrazólio (que têm cor amarela) por 
células metabolicamente ativas, o que leva à precipitação de formazano (cor púrpura) no interior 
das células (Figura 1.7). Estes sais podem ser solubilizados com DMSO ou propanol, para que 
seja medida a absorvância correspondente, permitindo assim quantificar a viabilidade das células 
testadas, uma vez que as células mortas não conseguem fazer essa conversão (Bernas et al., 2002; 
Van Meerloo et al., 2011). A taxa de redução de tetrazólio é proporcional à taxa de proliferação 
(Téparic et al., 2004). Os valores das absorvâncias dependem da concentração do reagente MTT, 
do tempo de incubação, do número de células viáveis e da sua atividade metabólica (Van Meerloo 
et al., 2011). 
O composto roxo formado é um precipitado insolúvel intracelular que se acumula em 
redor da parede celular embora também se encontre no meio de cultura. Por este motivo, é 
necessário que se solubilize para que seja medida a absorvância correspondente. 
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Figura 1.7 - Principio do ensaio de MTT (Adaptado de Stockert et al., 2012) 
 
Geralmente, a atividade mitocondrial na maioria das células viáveis é constante e, por 
isso, o aumento ou diminuição no número destas células está linearmente relacionado com a 
atividade mitocondrial (Van Meerloo et al., 2011). A redução do MTT indica uma atividade de 
oxidação-redução. Esta reação surge normalmente associada às enzimas mitocondriais, mas as 
conclusões de Bernas et al. (2002) indicam que a maioria do MTT é reduzida noutros locais como 
citoplasma e regiões das membranas plasmáticas (Bernas et al., 2002). 
O ensaio MTT em leveduras ainda não está bem estudado. Téparic et al. (2004) e 
Kirtuthika & Padma (2013) usaram o MTT em Saccharomyces cerevisiae, no entanto a 
metodologia utilizada difere da usada neste estudo pelo que não temos uma base de comparação. 
Estudos anteriores desenvolvidos por Barreiros et al., 2017, no Instituto Ricardo Jorge, com a 
mesma metodologia mas usando extratos celulares purificados de microcistina, não revelaram 
efeitos citotóxicos de MC-LR em S. cerevisiae. 
 
1.4.2 Azul Tripano (AT) 
Para além do ensaio MTT, usou-se também o ensaio de coloração com Azul Tripano que 
é usado para determinar o número de células viáveis presentes numa suspensão. O princípio deste 
teste consiste no facto das células viáveis possuírem membranas celulares intactas que excluem 
determinados corantes ao contrário das células mortas. O corante é simplesmente misturado com 
a suspensão e esta é observada ao microscópio ótico para contagem das células que retêm o 
corante - células não viáveis, e das células que o excluem - células viáveis (Figura 1.8). A 
contagem celular é feita usando uma câmara de Neubauer (Strober, 2015). 
 Até ao momento não existem estudos que tenham usado o ensaio de coloração com AT 
para avaliar a citotoxicidade em Saccharomyces cerevisiae. 
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Figura 1.8 - Teste de Exclusão de Azul Tripano (Adaptado de http://docplayer.com.br/58313012-Helaine-mirelli-de-
almeida.html) 
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Objetivos 
 
 As florescências (blooms) de cianobactérias têm-se tornado mais frequentes e, 
consequentemente, a exposição do Homem às toxinas que possam estar também presentes, tem 
sido um fator de preocupação. Apesar disso, a OMS ainda só estabeleceu valor guia para a 
Microcistina na água. A concentração desta cianotoxinas na água de consumo tem por isso vindo 
a ser vigiada, pelo que há um menor risco de exposição aguda, mas não de exposição crónica. Em 
relação à Cilindrospermopsina, não há valor guia estabelecido, pelo que não existe um controlo 
da sua ocorrência e concentrações nas massas de água.  
Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos citotóxicos da exposição a baixas 
concentrações de MC-LR e CYL usando Saccharomyces cerevisiae como sistema modelo. Os 
objetivos específicos são: 
1. Avaliar a viabilidade das células de S. cerevisiae expostas a diferentes concentrações de 
MC-LR; 
2. Avaliar a viabilidade das células de S. cerevisiae expostas a diferentes concentrações de 
CYL; 
3. Comparar os efeitos citotóxicos com as duas cianotoxinas no organismo modelo em 
estudo. 
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2. Materiais e Métodos 
2.1 Estirpes de Saccharomyces cerevisiae  e condições de crescimento 
Devido ao facto de ser um organismo unicelular, eucariótico e de fácil manipulação, 
Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como levedura de padeiro, foi o organismo usado 
nos nossos ensaios de citotoxicidade. Usámos as estirpes VL3, disponibilizada comercialmente 
sob a forma liofilizada pela Zymaflore®, e VR5 também disponibilizada comercialmente sob a 
forma liofilizada pela Fermicru®, normalmente usadas para fabrico de vinho. 
Para obter células viáveis em suspensão, colocaram-se alguns grãos das culturas 
liofilizadas de S. cerevisiae de cada uma das estirpes estudadas em 1 mL de água desionizada 
esterilizada (num eppendorf de 1,5 mL). Colocou-se 50 µL dessa suspensão em meio sólido de 
Extrato de Levedura (1%), Peptona (2%), Dextrose (2%) e Ágar (2%) (YPDA), usando a técnica 
do espalhamento com ansa (Figura 2.1). As culturas foram incubadas à temperatura ambiente e 
depois foram armazenadas no frigorífico a 4ºC. Repetiu-se este procedimento a cada quatro 
semanas para evitar usar culturas envelhecidas para a preparação dos pré-inóculos. 
Todos os processos que envolveram a manipulação de culturas e meios de crescimento 
foram realizados em câmara de fluxo laminar (Hera Safe®) por forma a manter as condições de 
assépsia. 
 
Figura 2.1 - S. cerevisiae (VR5 e VL3, respetivamente) em meio YPD sólido. 
 
2.1.1 Pré-inóculos 
A partir da cultura em meio sólido, ressuspendeu-se uma colónia de levedura em 20 mL 
de meio YPD líquido num frasco de cultura de 100 mL (Duran®). O pré-inóculo foi deixado a 
crescer durante a noite em estufa (FitoClima s600 Aralab®) a 20 ± 2ºC em agitação a 350 rpm 
(em agitador IKA Labortechnik®). 
 
2.2 Controlos usados 
No dia seguinte, inoculou-se uma placa de 24 poços (Starstedt®) com 1 mL de suspensão 
em cada poço com densidade ótica (600 nm) ajustada de 0,05, correspondendo aproximadamente 
a 5 x 105 células/mL (Sherman, F. (1991) Methods Enzymol. 194, 3-21; Pangloss). As culturas 
cresceram durante quatro horas em estufa (FitoClima s600 Aralab®) a 20 ± 2ºC, com agitação a 
350 rpm (IKA Labortechnik®). Após as quatro horas, mediu-se a densidade ótica final. 
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Foram escolhidas às 4 h porque foi neste ponto do crescimento de S. cerevisiae que 
Valério et al. (2014) perceberam que as culturas começaram a recuperar atingindo 
aproximadamente a mesma densidade ótica do controlo, ou mesmo superando-o no final da 
experiência (Figura 2.2), pelo que pretendíamos ter as células na transição para a fase exponencial. 
 
Figura 2.2 - Curva de crescimento de S. cerevisiae VL3 na presença de 1 nM de MC-LR pura (círculos cinzentos) 
comparada ao controlo negativo (quadrados pretos). * indica os pontos em que foram obtidas diferenças 
significativas (p <0,05) em relação ao controlo (Adaptado de Valério et al., 2014). 
 
Definição dos controlos: consideramos como controlo negativo as células com 
viabilidade celular a 100% e como controlo positivo, o fator de stress, isto é, o parâmetro que nos 
mostra o efeito citotóxico pela perda de viabilidade celular. 
Testaram-se dois controlos positivos com base nos resultados obtidos em estudos 
anteriores desenvolvidos pelo laboratório (Valério et al, 2014; Barreiros et al., 2017), o Peróxido 
de Hidrogénio (H2O2) (Sigma-Aldrich®) e o Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) (Invitrogen®), 
numa concentração final de 50 mM e 5%, respetivamente. O H2O2 (agente oxidante) induz 
produção de ROS e o SDS (detergente) atua na lise celular. 
Devido aos diferentes níveis de toxicidade quando adicionados a S. cerevisiae, cada um 
dos controlos teve um tempo específico de exposição, 30 minutos para o H2O2 e uma hora para o 
SDS. Passado o tempo de exposição, transferiu-se 1 mL de cada poço para eppendorfs de 1,5 mL 
e centrifugou-se por 2 minutos a 9000 rpm (Eppendorf 5415C Centrifuge®). Descartou-se o 
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 500 µL de tampão fosfato-salino (PBS) e voltou-se a 
centrifugar. Descartou-se novamente o sobrenadante e ressuspendeu-se em 100 µL de PBS e 
colocou-se em gelo.  
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2.3 Toxinas testadas 
Optou-se por testar toxinas puras ao invés de extratos purificados, também usados 
anteriormente em estudos deste laboratório (Barreiros et al., 2017), de forma a poder atribuir os 
efeitos exclusivamente à toxina e não a outro qualquer composto que possa estar presente no 
extrato. Para tal, as toxinas usadas estão disponibilizadas comercialmente nos Kits da Abraxis®: 
Microcystins-ADDA ELISA e Cylindrospermopsin ELISA. Os kits vêm preparados com 
diferentes padrões, no caso da Microcistina: Padrão 0 ppb, Padrão 0,15 ppb, Padrão 0,40 ppb, 
Padrão 1,0 ppb, Padrão 2,0 ppb e Padrão 5,0 ppb, e no caso da Cilindrospermopsina: Padrão 0 
ppb, Padrão 0,05 ppb, Padrão 0,10 ppb, Padrão 0,25 ppb, Padrão 0,50 ppb, Padrão 1,0 ppb e 
Padrão 2,0 ppb. O kit serve para deteção quantitativa da microcistina ou cilindrospermopsina, 
respetivamente. 
Para os ensaios com as toxinas, usaram-se pré-inóculos de Saccharomyces cerevisiae 
como descrito no ponto 2.1.1. No dia do ensaio, inoculou-se uma placa de 24 poços (Starstedt®), 
onde em cada poço foi adicionada a suspensão celular com densidade ótica final (600 nm) de 
0,05, e o volume necessário de toxina para a concentração final pretendida, de forma a obter um 
volume final de 1 mL por poço.  
Testaram-se diferentes concentrações a partir de diferentes padrões de MC-LR: Padrão 
0; 0,2 nM; 0,4 nM e 1 nM, mas com o mesmo volume inicial (200 µL). Para a CYL, também se 
testaram diferentes concentrações a partir de diferentes padrões de Cilindrospermopsina: Padrão 
0; 0,1 nM; 0,2 nM e 0,4 nM usando sempre o mesmo volume inicial (200 µL). 
As placas foram incubadas em estufa (FitoClima s600 Aralab®) a 20 ± 2ºC com 350 rpm 
de agitação (IKA Labortechnik®) durante 4 h. Passadas as 4 h, foi medida a densidade ótica final 
num dos poços. Passou-se 1 mL de cada poço para eppendorfs de 1,5 mL e centrifugou-se por 2 
minutos a 9000 rpm (Eppendorf 5415C Centrifuge®). Descartou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se o pellet em 500 µL de PBS e voltou-se a centrifugar. Descartou-se novamente o 
sobrenadante e ressuspendeu-se em 100 µL de PBS e colocou-se em gelo. 
 
2.4 Ensaios com liticase 
No caso da Microcistina-LR, fizeram-se ainda testes com a liticase antes da realização 
dos ensaios com MTT. Utilizou-se o volume de 1 µL de liticase (~2U)  (Sigma a 1 mg/mL), 
simultaneamente com a adição de MC-LR aos poços com a suspensão celular numa placa de 24 
poços (Starstedt®), para um volume final de 1 mL. 
A partir deste ponto, foi seguido o mesmo protocolo de centrifugações e lavagens já 
descrito para os controlos no ponto 2.2 e para as toxinas no ponto 2.3. Ressuspendeu-se o pellet 
em 100 µL de PBS e colocou-se em gelo. 
 
2.5 Ensaios com Azul Tripano 
O ensaio de coloração com azul tripano é usado para determinar o número de células 
viáveis presentes numa suspensão celular. O corante é simplesmente misturado com a suspensão 
e esta é observada em microscópio ótico para contagem das células que retêm o corante, células 
não viáveis (azuis), e das células que o excluem, células viáveis (sem coloração) (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 - Células viáveis (sem coloração) e células não viáveis (azuis – seta branca) (Ampliação 400x, Sara 
Rodrigues) 
 
Para contagem ao microscópio, colocou-se 50 µL da suspensão de células em PBS num 
novo eppendorf e adicionou-se 50 µL de corante azul tripano, de forma a obter uma diluição de 
1:2. A observação e contagem foi feita com câmara de Neubauer. Contaram-se 16 quadrados 
pequenos (Figura 2.4) num total de 200-300 células para cada condição testada. A percentagem 
de células viáveis foi obtida dividindo o número de células viáveis pelo número total de células 
contadas e multiplicando por 100. 
  
Figura 2.4 - Câmara de Neubauer (https://www.labhouse.com.br/camara-de-neubauer-dupla-espelhada). 
 
2.6 Ensaios de MTT 
Para avaliar a citotoxicidade das cianotoxinas, usou-se o ensaio de viabilidade celular 
MTT1. Este composto foi diluído em tampão fosfato-salino (PBS) para obter uma concentração 
final de 0,5 mg/mL. Este é imediatamente guardado no escuro pois é fotossensível (Van Meerloo 
et al., 2011). 
                                                     
1 NOTA: O MTT é um reagente tóxico (Van Meerloo et al., 2011). 
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Após as lavagens, adicionou-se 100 µL de reagente MTT a cada amostra ressuspensa em 
100 µL de PBS e incubou-se em estufa (FitoClima s600 Aralab®) com 350 rpm de agitação (IKA 
Labortechnik®), a 20 ± 2ºC durante 2 horas no escuro.  
Passadas as duas horas, centrifugaram-se as amostras dois minutos a 9000 rpm 
(Eppendorf 5415C Centrifuge®). Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 300 
µL de Dimetilsulfóxido (DMSO) (ThermoFisher®), para dissolver os cristais de formazano, e 
colocou-se 100 µL de cada amostra numa placa de 96 poços (Starstedt®), num total de três 
réplicas. Deixou-se a placa no escuro, porque o reagente é fotossensível, à temperatura ambiente 
durante 15 minutos (Figura 2.5). 
Por fim, fez-se as leituras das absorvâncias num leitor de placas (ThermoFisher 
Labsystems®) a 570 nm com filtro de referência a 690 nm, para fazer a correção reduzindo o 
background (Van Merloo et al., 2011). 
 
Figura 2.5 – Procedimento com o ensaio MTT em Saccharomyces cerevisiae. 
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3. Resultados 
 
3.1 Controlos 
Neste estudo usaram-se dois métodos para avaliar a citotoxicidade de cianotoxinas em 
Saccharomyces cerevisiae: o ensaio com azul tripano e o ensaio MTT. Para verificar que os 
métodos estavam a funcionar corretamente usaram-se dois controlos positivos: o Peróxido de 
Hidrogénio (H2O2) e Dodecil Sulfato de Sódio (SDS). Para o H2O2 usou-se a concentração de 50 
mM com um tempo de exposição de 30 min e para o SDS usou-se a concentração de 5% com um 
tempo de exposição de 1h (Barreiros et al., 2017).  
 Aplicou-se o Teste-t de Student a todas as condições testadas. Este teste permite avaliar 
se existem diferenças significativas entre as médias de duas amostras, neste caso bicaudal. Nos 
resultados deste estudo, obtiveram-se valores de p muito próximos de 0,5, o que mostra não haver 
uma relação concentração-resposta. 
Nos ensaios com o AT, começou-se por testar dois tempos distintos de incubação de S. 
cerevisiae VL3, 4 h e 5 h, após inoculação da placa de 24 poços a 20 ± 2ºC, e também dois 
volumes diferentes para cada controlo, 1 mL e 2 mL. Foram escolhidos estes parâmetros para 
definir a melhor condição para desenvolver os restantes testes. 
O gráfico da Figura 3.1 representa os resultados com o ensaio AT para os controlos 
testados. Verifica-se que os diferentes tempos de incubação e os dois volumes testados não afetam 
significativamente a viabilidade celular da estirpe de S. cerevisiae avaliada quando comparados 
com o controlo negativo (CN) e não existem diferenças significativas entre cada um dos 
parâmetros (p > 0,05). 
 
Figura 3.1 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com o método Azul Tripano, após inoculação da placa durante 
4h ou 5h para dois volumes diferentes - 1 mL e 2 mL, expostos a diferentes fatores de stress. Os dados apresentados 
mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras independentes (n=3) (p 
> 0,05; Teste-t). 
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No gráfico da Figura 3.2, apresentam-se os resultados obtidos para os controlos com o 
ensaio de MTT. Torna-se evidente pelos resultados apresentados que os dois controlos positivos 
testados afetam significativamente (p ≤ 0,05) a viabilidade celular da estirpe de S. cerevisiae 
avaliada, comparados com o controlo negativo. Relativamente ao H2O2, é evidente uma 
diminuição na viabilidade celular de cerca de 59,5% para o volume de 1 mL e de 
aproximadamente 55,9% para o volume de 2 mL. Em relação ao SDS, vemos uma diminuição de 
89,2% na viabilidade celular para 1 mL e de 84,9% para 2 mL. De acordo com os resultados 
obtidos, não se observaram diferenças significativas entre os volumes de 1 mL e 2 mL (p > 0,05). 
  
Figura 3.2 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio MTT, após exposição a diferentes fatores de stress, 
durante 4 h. Os dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de 
três amostras independentes (n=3). Asterisco (*) indica uma diferença estatisticamente significativa em relação ao 
controlo negativo (p ≤ 0,05; Teste-t). 
  
Para o ensaio com MTT, foi testada também a estirpe S. cerevisiae VR5 sob as mesmas 
condições de ensaio da estirpe S. cerevisiae VL3, mas usando apenas o volume de 1 mL e 
incubação de 4 h. 
Os dois controlos positivos testados afetam significativamente a viabilidade celular de S. 
cerevisiae VR5, quando comparados com o controlo negativo (p ≤ 0,05). verifica-se ainda, uma 
diminuição na viabilidade celular de cerca de 59% para o H2O2 e uma perda de 90% para o SDS 
(Figura 3.3). 
* 
* 
* 
* 
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Figura 3.3 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VR5 com o ensaio MTT, após exposição aos dois fatores de stress, 
durante 4 h. Os dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de 
três amostras independentes (n=3). Asterisco (*) indica uma diferença estatisticamente significativa em relação ao 
controlo negativo (p ≤ 0,05; Teste-t). 
 
Tendo em conta os resultados obtidos em todos os parâmetros testados em ambos os 
ensaios e a diferença na densidade ótica, optou-se por usar apenas o tempo de incubação de 4 h e 
o volume de 1 mL, tendo em conta que estas medidas são onde se reflete um maior crescimento 
celular e também a maior perda de viabilidade celular, como condições ótimas para desenvolver 
todos os ensaios restantes, em três réplicas biológicas. 
 
3.2 Toxinas  
Tendo confirmado que o ensaio com o AT funciona corretamente na levedura S. 
cerevisiae VL3, testou-se o ensaio nas células expostas às toxinas Microcistina-LR e 
Cilindrospermopsina. As células estiveram expostas durante 4 h a diferentes concentrações finais 
de MC-LR: Padrão 0 (CN); 0,2 nM; 0,4 nM e 1 nM e de CYL: Padrão 0 (CN); 0,1 nM; 0,2 nM e 
0,4 nM.  
Os resultados das toxinas são comparados ao Padrão 0, tendo este sido usado como 
controlo negativo. A escolha do Padrão 0 como controlo negativo compreende-se com o facto de  
os ensaios iniciais deste estudo revelarem perdas de viabilidade celular das culturas incubadas 
com o Padrão 0 em relação ao controlo negativo habitualmente usado (YPD + suspensão de 
leveduras) (dados não mostrados). Portanto, estes resultados não expetáveis à partida, podem ser 
consequência da composição do eluente em que se encontram dissolvidas as toxinas.  
Podemos comprovar que todas as concentrações de MC-LR (Figura 3.4) aumentaram 
ligeiramente a viabilidade celular (p > 0,05), sendo que a 0,2 nM aumentou cerca de 3%, a 0,4 
nM aumentou cerca de 2% e a 1 nM aumentou cerca de 4%, em relação ao Padrão 0, o que vai 
contra os resultados esperados. 
* 
* 
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Figura 3.4 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio AT, após exposição a MC-LR durante 4 h. Os 
dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
 
Tendo em conta os resultados não significativos obtidos com MC-LR, testou-se a CYL, 
uma vez que está descrito que é citotóxica para células de mamíferos, podendo assim servir 
também como um controlo positivo com os métodos usados neste trabalho. Na Figura 3.5, 
podemos observar que as concentrações de CYL de 0,1 nM e 0,4 nM aumentaram também 
ligeiramente, de forma não significativa (p > 0,05), a viabilidade celular em cerca de 4% enquanto 
que a concentração de 0,2 nM diminuiu a viabilidade celular em cerca de 3%, em comparação 
com o Padrão 0. 
  
Figura 3.5 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio AT, após exposição a CYL durante 4 h. Os dados 
apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
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Em relação aos ensaios com MTT, aplicou-se também o ensaio a células expostas a MC-
LR e CYL, recorrendo a duas estirpes de S. cerevisiae, VL3 e VR5. Os ensaios decorreram sob 
as mesmas condições dos ensaios com AT, 4 h de incubação e volume de 1 mL com as diferentes 
concentrações de MC-LR (0,2 nM; 0,4 nM e 1 nM) e CYL (0,1 nM; 0,2 nM, 0,4 nM). 
Pode-se observar na Figura 3.6, que as concentrações de 0,2 nM e 1 nM aumentaram a 
viabilidade celular, sendo que a 0,2 nM aumentou cerca de 0,2% e a 1 nM aumentou cerca de 
8,3%, em relação ao Padrão 0. Relativamente à concentração de 0,4 nM, verifica-se que esta foi 
a única que diminuiu ligeiramente a viabibilidade celular em relação ao padrão (p > 0,05), em 
cerca de 3,8% . 
  
Figura 3.6 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio MTT, após exposição a MC-LR durante 4 h. Os 
dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
 
Na Figura 3.7, estão representadas as viabilidades celulares da estirpe VR5 exposta a MC-
LR. As concentrações de 0,2 nM e 0,4 nM aumentaram a viabilidade celular em cerca de 7,3% e 
15,3, respetivamente. Pelo contrário, a concentração de 1 nM diminuiu ligeiramente a viabilidade 
celular em cerca de 3,3%, em relação ao Padrão 0 (p > 0,05). 
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Figura 3.7 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VR5 com ensaio MTT, após exposição a MC-LR durante 4 h. Os 
dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
 
No que respeita aos resultados com a levedura exposta à CYL, pode-se concluir que, a 
estirpe VL3 (Figura 3.8), para a concentração de 0,4 nM, não há diferenças em relação ao padrão, 
a sua viabilidade celular é 100%. As concentrações de 0,1 nM e 0,2 nM aumentaram a viabilidade 
celular em cerca de 14,5% e 7,5%, respetivamente, em relação ao Padrão 0 (p > 0,05). 
  
Figura 3.8 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio MTT, após exposição a CYL durante 4 h. Os dados 
apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
 
Relativamente à estirpe VR5 pode ver-se na Figura 3.9, que todas as concentrações 
aumentaram a viabilidade celular, sendo que a 0,1 nM aumentou cerca de 12%, a 0,2 nM 
aumentou cerca de 2% e a 0,4 nM aumentou cerca de 2,3%, em relação ao Padrão 0, (p > 0,05). 
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Figura 3.9 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VR5 com ensaio MTT, após exposição a CYL durante 4 h. Os dados 
apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). 
 
3.3 Liticase 
Após realizar os ensaios com MTT para a S. cerevisiae VL3 e VR5 expostas a ambas as 
cianotoxinas estudadas, MC-LR e CYL, realizou-se o ensaio para células expostas a Microcistina-
LR em simultâneo com Liticase, durante o crescimento celular de S. cerevisiae VL3 para realizar 
os ensaios de viabilidade com MTT. 
A lise enzimática de células de leveduras consiste na digestão da parede celular para o 
qual são necessárias essencialmente duas enzimas: a protease lítica para a camada externa e a β-
1,3 glucanase lítica para a camada interna. Neste estudo, usamos a liticase a qual vai atuar na 
camada externa da parede celular (Fleuri e Sato, 2008b; Fleuri e Sato, 2010), de forma a 
permeabilizar as células (uma vez que a parede é digerida pela Liticase), para facilitar a entrada 
quer da toxina quer do MTT. A toxina e a enzima foram adicionadas às células de levedura na 
placa, e o ensaio com MTT foi realizado da mesma forma que as anteriores. As células tiveram 
um tempo de incubação de 4 h e o volume final de 1 mL. Usaram-se os padrões de toxina do kit, 
menor padrão (Padrão 0) e padrão (Padrão 5) com maior [MC-LR]final (1 nM), e também a toxina 
pura dissolvida em PBS a uma concentração final de 1 nM.  
No gráfico da Figura 3.10, verifica-se que a liticase tem efeito na perda de viabilidade 
(barra verde), cerca de 2,5%, relativamente ao controlo (YPD + suspensão celular), pelo que este 
parâmetro confirma o bom funcionamento do teste.  
O menor padrão de toxina, Padrão 0, serve de controlo para o maior padrão do kit, 1 nM 
MC-LR, com e sem liticase, tendo-se verificado a perda de viabilidade. As células com liticase e 
toxina perdem viabilidade celular em cerca de 6,7% (barra amarela) enquanto que as células sem 
liticase mas com toxina perdem viabilidade celular em cerca de 5% (barra lilás).  
Relativamente à MC-LR em PBS, observa-se que as células perdem viabilidade celular 
quando estão na presença de liticase em cerca de 2% (barra cinzenta) contrariamente ao que 
acontece na ausência de liticase, uma vez que neste caso existe um aumento na viabilidade celular 
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de cerca de 9,5% (barra vermelho escura), em relação ao controlo. Todos estes resultados estão 
ligeiramente alterados relativamente ao respectivo controlo (CN), mas sem significado estatistico 
(p > 0,05). 
 Comparando os resultados obtidos para 1 nM MC-LR do Kit e em PBS, observa-se que 
existe realmente algum componente no padrão 5 que interfere na citotoxicidade. A Liticase por si 
só, não mostra diferenças significativas (p > 0,05) na citotoxicidade.  
 
 
Figura 3.10 - Viabilidade celular de S. cerevisiae VL3 com ensaio MTT, após exposição a MC-LR e liticase durante 
4 h. Os dados apresentados mostram a média e as respetivas barras de erro representam o desvio padrão de três amostras 
independentes (n=3) (p > 0,05; Teste-t). CN = Controlo Negativo. 
 
Observou-se também as leveduras ao microscópio de forma a verificar que a liticase 
interferiu na digestão da parede celular (Figura 3.11).  
 
 
Figura 3.11 – Células de S. cerevisiae (CN) após ensaio com o reagente MTT (à esquerda) e células de S. cerevisiae 
com Liticase (CN + Liticase) com reagente MTT (á direita) (Ampliação 1000x, Sara Rodrigues). 
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São visíveis os protoplastos confirmando que a Liticase interagiu com a S. cerevisiae, 
digerindo a sua parede celular, pelo que se confirma que o problema de as toxinas não serem 
capazes de afetar a levedura (apresentar efeitos citotóxicos) não está relacionado com o facto de 
estas terem parede celular e isso dificultar a entrada das toxinas nas células. 
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4. Discussão 
 
Ao longo deste estudo, foi avaliada a citotoxicidade da Microcistina-LR e da 
Cilindrospermopsina em células de levedura Saccharomyces cerevisiae. Para isto, foram usadas 
as estirpes VL3 e VR5, de forma a inferir se o comportamento seria diferente entre diferentes 
estirpes de uma mesma espécie. 
Estão descritos diferentes métodos para testar a citotoxicidade de microcistinas, em 
células Vero-E6 e Microcystis aeruginosa (cianobactéria). Estes incluem o teste Lactato 
Desidrogenase (LDH), Vermelho Neutro (Dias et al., 2009), Diacetato Fluorescente (FDA), 
Evan’s Blue, autofluorescência e o MTT (Li & Song, 2007). De entre estes, o método usado neste 
estudo, o MTT, pois foi descrito como sendo o mais sensível e fiável (Li & Song, 2007). 
No que respeita à citotoxicidade da cilindrospermopsina, alguns estudos anteriores 
usaram células de diferentes carcinomas humanos (C3A; HepG2; NCI-N87; HCT-8; HuTu-80; 
CaCo-2) e células Vero-E6 (células de rim de macaco verde africano), tendo recorrido ao MTT 
como método de ensaio. Verificou-se que todas as linhas celulares foram sensíveis a esta 
cianotoxina, demonstrando assim a sua citotoxicidade (Froscio et al., 2009). 
De forma a verificar que ambos os ensaios funcionavam de forma eficaz com as estirpes 
de S. cerevisiae, VL3 e VR5, utilizaram-se dois controlos positivos que, de acordo com estudos 
anteriores, causam danos às células e afetam a viabilidade celular (Valério et al., 2014; Barreiros 
et al., 2017). O SDS, um detergente, com tempo de exposição de 1 h, e o H2O2, um agente 
oxidante, com tempo de exposição de 30 min, demonstraram provocar uma perda de viabilidade 
não significativa no ensaio com o azul tripano. Foram escolhidos estes tempos porque estudos 
prévios (Chong et al., 2000), inclusive do laboratório (Barreiros et al., 2017), mostraram haver 
uma relação concentração-resposta significativa. Neste estudo, o facto de não se terem observado 
efeitos citotóxicos dos controlos com o ensaio com AT pode dever-se ao facto de este método não 
ser adequado para usar neste tipo de células. Contrariamente, no ensaio com MTT, observou-se 
uma perda de viabilidade significativa (p ≤ 0,05) que variou de forma dependente da dose (dados 
não mostrados), estando de acordo com outros estudos desenvolvidos anteriormente neste 
laboratório (Barreiros et al., 2017). Por outro lado, não foi observada uma perda de viabilidade 
significativa em função do tempo (4h vs 5h).  
Estudos anteriores, que usaram linhas celulares de mamíferos (HepG2 (Chong et al., 
2000); Vero-E6 (Chong et al., 2000; Dias et al., 2009) e AML12 descrevem efeitos citotóxicos 
de microcistinas (Dias et al., 2008). No entanto, esses estudos diferem do presente estudo uma 
vez que as linhas celulares escolhidas, sendo células de mamíferos, não possuem parede celular e 
também porque estas se encontravam em substratos aderentes. Segundo os estudos já referidos, 
há uma correlação negativa entre a viabilidade celular e a concentração de MC-LR com efeito 
citotóxico dependente da dose-tempo de MC-LR na viabilidade celular (Chong et al., 2000; Dias 
et al., 2009; Menezes et al., 2013). 
De forma a perceber se o facto de não se verificarem alterações na viabilidade celular de 
S. cerevisiae exposta à MC-LR estaria relacionada com a dificuldade de estas toxinas entrarem 
na célula, recorreu-se à enzima liticase que atua na digestão da parede celular. Mediante os 
resultados obtidos, pode-se concluir que mesmo na presença da liticase, não se verificaram perdas 
de viabilidade celular significativas. Também não se observaram diferenças significativas entre a 
MC-LR pura no eluente do kit e a MC-LR pura diluída em PBS. Pelos resultados deste estudo, 
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não se verifica que o facto de S. cerevisiae não ter parede celular ajude na citotoxicidade de MC-
LR (p > 0,05). 
Tendo-se verificado que o ensaio MTT não revelava efeitos na viabilidade celular após 
exposição com MC-LR, testou-se a cilindrospermopsina que funcionaria como um controlo 
positivo do método, pois é conhecida como sendo citotóxica em células de mamífero (Froscio et 
al., 2009). No entanto, não existem estudos de avaliação da citotoxicidade de CYL em leveduras. 
Os resultados obtidos mostraram que o ensaio MTT também não revelou efeitos citotóxicos em 
S. cerevisiae exposta a CYL. 
De entre os poucos estudos em que é usado o ensaio MTT em células de levedura, não 
foi usado o mesmo método nem os mesmos componentes que neste estudo.  
O estudo de Valério et al. (2014) com S. cerevisiae não recorreu aos mesmos métodos 
deste estudo, no entanto descreve que não houve alteração no crescimento da levedura quando 
expostas às mesmas concentrações de MC-LR (1 nM) que aqui foram testadas, o que corrobora 
os resultados observados. Podem-se colocar várias hipóteses para a ausência de resultados 
citotóxicos, sendo que um deles pode ser devido à elevada taxa de duplicação das leveduras, em 
que estas consigam superar os possíveis efeitos citotóxicos de MC-LR e CYL, resultando no final 
numa falta de efeito. No entanto, esta hipótese requer confirmação. 
Usou-se um segundo método para verificar se a MC-LR e a CYL causam citotoxicidade 
em S. cerevisiae: o ensaio de coloração com azul tripano. Contudo os resultados obtidos com o 
AT, também não apresentaram diferenças significativas (p > 0,05) para nenhuma das 
cianotoxinas. O estudo de Kwizera et al. (2017) com AT noutra levedura (Cryptococcus spp.), 
apesar de não usarem a mesma metodologia, concluíram que a coloração com AT não é um 
método muito preciso. 
Comparando os resultados de ambos os métodos usados neste estudo, podemos verificar 
que, em ambos, não se verifica citotoxicidade significativa das cianotoxinas testadas em 
Saccharomyces cerevisiae. Relativamente ao ensaio MTT, os resultados também podem estar 
relacionados com o facto de as leituras das absorvâncias serem muito baixas, ou seja, indica que 
o tempo de incubação para solubilizar o corante formazano não ser suficientemente longo para 
este tipo de células (https://www.atcc.org/~/media/DA5285A1F52C414E864C966FD78C9A79.ashx, 
visitado em 11/10/2019). 
Barreiros et al. (2017) usaram o método MTT para testar os efeitos citotóxicos de extratos 
purificados de MC-LR em S. cerevisiae a concentrações iguais (1 nM) e superiores às 
experimentadas neste estudo (10 nM; 100 nM; 1 µM). Estes autores questionaram se o ensaio de 
MTT não funcionaria para S. cerevisiae tendo em conta que não se verificou efeitos citotóxicos 
(Barreiros et al., 2017). O presente estudo permitiu esclarecer que, mesmo usando a toxina pura, 
não há evidências de citotoxicidade na levedura. Também o ensaio com AT não é esclarecedor 
neste sentido. 
Pela análise dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o método mais reprodutível é o 
ensaio com AT, isto porque não se observaram grandes diferenças entre as três réplicas biológicas. 
No entanto, este é um método muito subjetivo que também depende da experiência do observador 
e, por esse motivo, considera-se que o ensaio MTT foi o método mais fiável uma vez em que o 
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comportamento dos controlos reflete claramente o que está descrito na literatura para os mesmos 
(p ≤ 0,05) (Dias et al., 2009; Barreiros et al., 2017). 
Outro parâmetro que pode ter influenciado os resultados obtidos com estes dois métodos 
de ensaio, é o facto de as concentrações finais usadas para cada cianotoxina serem muito baixas. 
Seria interessante, de futuro, testar concentrações superiores e encontrar a concentração máxima 
a que a levedura possa ser exposta a cada uma das toxinas sem comprometer a sua estrutura 
celular. 
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5. Conclusões e Perspetivas Futuras 
 
O ensaio MTT funcionou com os controlos positivos testados em S. cerevisiae. No 
entanto, o mesmo não se verificou para as cianotoxinas, o que deve ser confirmado com outros 
métodos mais específicos como microscopia eletrónica ou citometria de fluxo para confirmação 
dos efeitos citotóxicos. Assim, não é possível estabelecer uma concentração máxima para a qual 
a levedura pode ser exposta sem ser comprometida a estrutura celular da levedura (aqui usada 
como modelo eucariótico). 
Segundo Campos & Vasconcelos (2010) as microcistinas não têm capacidade de se 
difundir facilmente através da membrana plasmática devido ao seu tamanho molecular. São 
moléculas com alta massa molecular (900-110 Da) (Valério et al., 2016), o que pode ser uma 
condicionante para a aplicação do ensaio de MTT a leveduras expostas às cianotoxinas testadas, 
na medida em que podem entrar nas células em quantidades variáveis durante os ensaios. Para 
complementar este método, seria útil recorrer-se a técnicas de maior resolução como, por 
exemplo, microscopia eletrónica para confirmar a entrada das toxinas para o interior das células. 
 Seria também interessante verificar se, recorrendo a concentrações superiores de cada 
cianotoxina, os resultados do ensaio MTT se manteriam. Adicionalmente, também se poderia 
utilizar ensaios diretos de observação, como o Vermelho Neutro que atua nos lisossomas de 
células viáveis, para comparar e verificar o que acontece com S. cerevisiae quando exposta a uma 
ou várias cianotoxinas. 
A concentração de 1 nM de MC-LR, pareceu provocar uma estimulação para as células 
de S. cerevisiae, o que normalmente está associado a potencial carcinogénico. Este fenómeno 
deveria ser portanto confirmado de futuro, já que este é o valor guia definido pela OMS para a 
concentração de MC-LR na água potável. 
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